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DÉFINITIONS 

Enhancer trap 
system 

Séquence cis‐régulatrice d'un gène, qui définit le 
plus  souvent  un  profil  d'expression  spécifique 
suivant le Sssu et le stade de développement. 

Expression 
condiSonnelle 

Expression génique sous condiSons : selon 
la  présence  ou  absence  du  gène 
rapporteur 

EXPRESSION 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Gal4‐GFP 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(Haseloff Jim)  

Technique  Jim Haseloff  Autres Travaux  Avantages/Inconvénients 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DÉFINITIONS 

GFP 

Elément P 

Protéine fluorescente verte  
Permet d’observer, localiser et étudier une 
protéine dans une cellule vivante 

Elément généSque mobile provoquant une 
mutagénèse dite "spontanée". 

GAL 4   AcSvateur de transcripSon chez la levure 

Séquence 
UAS 

Séquence cible de la protéine GAL 4 

4 

EXPRESSION CONDITIONNELLE Gal4‐GFP enhancer trap system (Haseloff Jim)  

Jim Haseloff  Autres Travaux  Avantages/Inconvénients  Alterna9ves Technique 



5 

OBJECTIFS 

Marquer l’expression d’un gène 

•  Déterminer la localisaSon du gène 

•  Déterminer sa foncSon au sein de l’organisme 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PRINCIPE 
Marquer l’expression d’un gène 

Fluorescence 

Quelle est sa foncSon ?  

USlisaSon de la 
GFP 

USlisaSon de 
l’acSvateur de 

transcripSon GAL 4  

ObservaSon du phénotype 

AcSvaSon ou non du gène 

Ou est‐il exprimé? 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PRINCIPE 

hcp://www.plantsci.cam.ac.uk/Haseloff/assembly/page138/page138.html 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PRINCIPE 

GAL4‐VP16 

GFP (gène 
rapporter) 

Boite TATA 

GAL4‐UAS 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PRINCIPE 

Région 
intergénique  GFP‐RE GAL4‐VP16 

(modifié GAL4‐VP16) 

TATA box 
UAS  = Upstream Ac&va&on 

Sequences 

Enhancer 

Synthèse de 
la protéine 

Synthèse de 
la protéine 

Synthèse de 
la GFP 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PRINCIPE 

GAL4‐VP16 Enhancer 

Synthèse de 
la protéine 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Région 
intergénique 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Présenta&on d’Haseloff Jim  

U&lisa&on de la méthode d’expression condi&onnelle 
Gal4 – GFP Enhancer trap system afin de comprendre les 
mécanismes de développement des racines latérales 
chez Arabidopsis thaliana 

EXPRESSION CONDITIONNELLE Gal4‐GFP enhancer trap system (Haseloff Jim) 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PRESENTATION DE JIM HASELOFF 

    Intérêt  pour  l’étude  de  la  plas9cité  au  cours  du 
développement  et  l’autonomie  foncSonnelle  des  Sssus 
végétaux,  plus  parSculièrement  pour  comprendre  les 
interacSons locales cellules – cellules. 

  Développement de méthodes pour suivre les cellules in 
planta.  

  Premier à avoir uSliser l’expression condiSonnelle Gal4 – 
GFP en biologie végétale. 

  Sujet premier de recherche: Trouver de nouveaux ouSls pour 
analyser la morphogénèse des racines chez Arabidopsis.  

Jim Haseloff 
Department of Plant 

Sciences 
University of 
Cambridge 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But : Comprendre les mécanismes de ramificaSon de la racine 

Cellules fondatrices du péricycle 

Programme de division orienté 

FormaSon du primordium de la racine 
latérale 

Technique 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EXPRESSION CONDITIONNELLE Gal4‐GFP enhancer trap system (Haseloff Jim)  

Jim Haseloff  Autres Travaux  Avantages/Inconvénients  Alterna9ves 

hcp://www.afd‐ld.org/~fdp_bio/content.php?page=morpho_meristemes&skin=modiia 

Technique 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Jim Haseloff  Autres Travaux  Avantages/Inconvénients  Alterna9ves 

U&lisa&on d’un système expérimental propre à l’étude du développement chez la drosophile 

SYSTÈME GAL4/ UAS  

Technique 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Par&cularité de la technique et intérêt 
chez la drosophile : 

Tissu – spécifique  
Cellules – spécifique 

Système adapté  
en 1999  

par Jim Haseloff  
chez A. Thaliana 

Technique 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Transforma&on de racines d’Arabidopsis Wild type 

Collec&on de 401 GAL4‐GFP enhancer trap 

GFP 

Plantes cul&vées sur gélose ver&cale 

Sélec&on de 4 lignées avec expression GFP 
dans les cellules fondatrices ou ébauches 

Sélec&on des 2 lignées spécifiques au développement des racines latérales 
JO121 et JO192 

Technique 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Etudes au cours du développement en microscopie confocale 

JO121 : lignée spécifique aux cellules du péricycle 

JO192: lignée spécifique au primordium de racines latérales 

Technique 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EXPRESSION CONDITIONNELLE 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trap system 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Etudes au cours du développement en microscopie confocale 

JO121 : lignée spécifique aux cellules du péricycle 

• Pas de fluorescence dans le méristème racinaire 

•  Expression GFP dans la zone d’élongaSon de la racine  

 Expression limitée aux cellules du péricycle 

Technique 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Etudes au cours du développement en microscopie confocale 

JO192: lignée spécifique au primordium de racines latérales 

Stage I primordium  Stage II primordium  Stage III primordium  Stage V primordium 

 Expression de la GFP varie au cours du temps et du développement 
ObservaSon d’une transiSon du péricycle vers les flancs de la racine 

Technique 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EXPRESSION CONDITIONNELLE Gal4‐GFP enhancer 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system 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T‐DNA inséré dans le génome de manière aléatoire 

déterminaSon de la zone d’inserSon 

RT‐PCR 

Lignée JO121 

Lignée JO192 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EXPRESSION CONDITIONNELLE 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enhancer 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system 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Régions 
intergéniques 
lignée JO121 

Régions 
intergéniques 
lignée JO192 

T‐DNA inséré dans 
LOB‐domain proteins 

T‐DNA  

LBD 16  LBD 17 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EXPRESSION CONDITIONNELLE Gal4‐GFP enhancer trap system (Haseloff 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RECAPITULATIF 

Plante mère en 
fleurs 

Bourgeons trempés 
dans solu9on 

d’Agrobacterium  

Inser9on aléatoire du 
plasmide   Obten9on de graines 

Plantes cul9vées sur 
gélose ver9cale 

ObtenAon de PLANTES F1 
transgéniques (expression 

GFP) 

SélecAons 
lignées JO121 

et JO191  

Réalisa9on 
d’une RT‐

PCR 

Découverte des 
domaines de protéines 

LOB 

IdenAficaAon LBD16 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EXPRESSION CONDITIONNELLE 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enhancer 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system 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RECAPITULATIF 

Croisements transgéniques 

LBD 16 

Enhancer trap system GAL 4 GUS/DTA 
spécifique à LBD16 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EXPRESSION CONDITIONNELLE Gal4‐GFP enhancer trap system (Haseloff Jim) 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Technique 

RECAPITULATIF 

TransacAvaAon de gènes et ablaAon généAque 

GUS 

Permet de comprendre où 
se localise l’expression de 

LBD16 

DTA 

Entraîne abla9on géné9que 
des cellules cibles 

Permet de comprendre la 
fonc9on de LBD16 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‐ Déterminer les gènes intervenant dans le 
développement des stomates 

‐ Déterminer les gènes intervenant dans le 
développement des méristèmes racinaires 

‐ Déterminer les gènes intervenant dans le 
développement des trichomes 

EXPRESSION CONDITIONNELLE Gal4‐GFP enhancer trap system (Haseloff Jim) 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Avantages 

ObservaSon sur matériel vivant 

Permet de suivre évoluSon des Sssus et 
ou organes spécifiques au cours du temps 

Possibilité de générer un grand nombre 
de lignées transgéniques, chacune ayant 
un profil d'expression de GFP différent 

Inconvénients 

Implique de nombreux contrôles : 

• modificaSon structurale due à 
l’inserSon du système 

• stabilité de la GFP 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EXPRESSION CONDITIONNELLE Gal4‐GFP enhancer 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system (Haseloff 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Avantages 

ObservaSon sur matériel vivant 

Permet de suivre évoluSon des Sssus et 
ou organes spécifiques au cours du temps 

Possibilité de générer un grand nombre 
de lignées transgéniques, chacune ayant 
un profil d'expression de GFP différent 

Alterna9ves 

Gènes rapporteurs : 

• GUS 
• Luciférase 

Procédé : 

• Promoteurs inducSbles 

Inconvénients 

Implique de nombreux contrôles : 

• modificaSon structurale due à 
l’inserSon du système 

• stabilité de la GFP 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•  Procédé intéressant 

EXPRESSION CONDITIONNELLE Gal4‐GFP enhancer trap system (Haseloff Jim)  

Conclusion 

•  CréaSon d’une grande banque d’Arabidopsis transgéniques exprimant la GFP dans 
divers Sssus et à divers stade de développement 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EXPRESSION CONDITIONNELLE Gal4‐GFP enhancer trap system (Haseloff Jim)  

Conclusion 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